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P u r p o s e: To induce osteogenesis from culuted mesenchymal stem cell isolated from human
bone marrow and to detect the marker of osteogenesis to develop cell therapy method 
Materials & Methods: Mesenchymal stem cell (MSC) was isolated form human bone marrow
and cultured. In vitro and in vivo induction of osteogenesis was performed. And histological,
immunohistochemical and molecular biological study was performed to confirm osteogenesis. 
R e s u l t s: Osteogenesis induced MSCs were strongly stained by ALP immunochemical stain.
Von Kossa stain showed black meneral deposition. Tetracyclin labeling revealed new bone for-
mation. RT-PCR for osteocalcin m-RNA showed increased osteocalcin m-RNA. H-E stain
showed penetration of cellular component into the pores of collagraft strip and showed formation
of osteoid. 
Conclusion: Based on the results, osteogenesis could be induced from cultured mesenchymal
stem cell isolated from human bone marrow. Expression of markers for osteogenesis was con-
firmed by histologic, immunohistochemical, and molecular biologic method.
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과거 골절치료의 발전은 기계적 안정성, 골이식
술, 수술수기의 개선 등으로 이루어졌다. 그러나현
대에는 골절의 치유에 세포분자 생물학 발전이 많은
도움을 주고 있다. 실험적으로전기 자기장, 탈무기
질화한 골기질, 골형성단백및 자가 골수 세포를 이
용하여 골절의 지연 유합이나 불유합을 치료할 수 있
는 잠재력이 밝혀졌다.1 - 3 , 8 , 9 , 1 5 , 1 9 , 2 0 , 2 2 - 2 5 , 3 0 , 3 4 , 3 5 )골절의
불유합, 골결손, 일리자로프하지 연장술후 합병될
수 있는 골형성의 부족, 골분절 이동술 후 골편 접
촉면의 불유합등 많은 분야에서 골 이식술이 필수적
이며 그 중 자가 장골 이식술이 가장좋은 결과를 보
인다. 그러나자가 장골 이식술은 마취 하에 정상적
인 장골의 일부를 채취하여 이식부에 이식하는 것으
로 그 양이제한적이며 골 이식 공여부 동통 등의 단
점이 있다. 현재는기존의 자가골 이식술과 위에서
기술된 골대체물의 단점을 극복하고자 조직공학 기법
을 이용한 자가 세포배양 이식술의 적극적인 연구가
진행되고 있다. 자가세포 배양 이식은 환자로부터
채취한 세포의 실험실 배양과정을 통하여 세포의 증
식을 유도함으로써 이식에 필요한 충분한 수의 세포
를 확보하고 이를 원래의 조직과 같은구조가 되도록
삼차원 배양하여 생체에 이식하는 술식이다. 이는실
험실 배양과정을 통해충분한 수의세포를 확보함으
로써 결손부위가 크더라도 무리없이 사용할 수 있다
는 장점과 함께 자가 세포이식이므로 면역 거부반응
이 전혀 없다는 매우 유용한 장점을 가지고 있다. 최
근에는 자가세포 중 다양한 세포로 분화-증식할수
있는 줄기 혹은 간세포(stem cells)에대한 관심이
특히 높아지고 있다. 골수(bone marrow)는지금
까지혈액세포를 공급하는 줄기세포를 공급하는 것으
로 알려져 왔으나 다른간엽 조직의 간세포도 존재하
는 것으로 확인되었다. 이줄기세포는 골, 연골, 근
육, 지방세포등으로 분화할 수 있는 다양한 능력을
가지고 있어 이를 골수 간엽 간세포(bone marrow
mesenchymal stem cells)라부르며 이를 임상에
적용하기 위한 다양한 시도가 현재 이루어지고 있
다.2 - 7 , 1 0 , 1 6 , 2 4 , 2 5 , 3 3 )1 9 9 9년 한과 석은 백서의 골수에서
분리배양한 간엽간세포의 시험관재 골형성 및 생체
내 골형성의 유도를 성공적으로 시행한 바가 있으며
12 본 연구에서는 이를 바탕으로 사람의 골수에서
분리 배양한 간엽 간세포를 이용하여 골형성을 유도
하여자가골 이식술을 대체할 수 있는방법을 개발하
기 위한기초자료를 제공하고자 한다. 
재료 및 방법
1. 간엽간세포의 분리 및 배양
골이식술을 위하여 입원중인 환자에서 자가장골을
채취하기 전 17 게이지 spinal needle을이용하여
골수를 흡입, 채취한다. 채취한골수를 포도당 1
g / L가 들어 있는 D u l b e c c o’s modified Eagle’s
medium(DMEM-LG, Gibco BRL, Grand
Island, NY, U.S.A.)에부유 시킨다. 골수세포의
부유물을 원심 분리기에 1500 rpm으로1 0분간 두
어 상층액을 버린후 Phosphate buffered
saline(PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3
mM Na2HPO4-7H2O, KH2PO4, pH 7.3)으로
3회 세척한 후 10% 우태혈청(fetal bovine
serum), penicillin(100U/ml, Gibco BRL)과
steptomycin(100 μg/ml, Gibco BRL)이포함된
DMEM-LG 배양액이 들어있는 75 cm2 조직 배양
용기에 5×1 07 개의 세포수의 농도로 넣어 3 7℃,
5% CO2 배양기에서 배양을 시작하였다. 4일후 부
유하는 세포는 배양액을 교환하며 버리고 이후 3일
간격으로 2주간 배양액을 교환하여 간엽 간세포의
분리 및 일차 배양을 시도하였다. 이후역시 3일간
격으로 배양액을 교환하여 배양 용기 바닥이 가득차
면 0.25% trypsin-EDTA(Gibco BRL)를3 7℃에
서 5분간 처리하여 세포를 분리하여 계대 배양하였
다. 상기한방법으로 충분한 양의 세포가 얻어지면
일부세포는 - 7 0℃에서 보관하였다.
2. 배양된간엽 간세포에서 시험관내 골형성의
유도
간엽 간세포를 10% 우태혈청, penicillin과
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s t e p t o m y c i n이 포함된 DMEM-LG 배양액이 들어
있는 6-well(10 cm2) tissue culture plate에3
×1 03 c e l l s / c m2의 농도로 2 4시간 배양한후 골형성
을 유도할 간엽간세포가 들어있는 조직 배양용기에
는 100 nM dexamethasone(Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, U.S.A.), 10 mM β- gl y c-
erophosphate(Sigma), 0.05 mM L-ascorbic
acid-2-phosphate(Gibco BRL)로구성된 골형성
유도 용액을 추가하였고 대조군으로 골형성을 유도하
지 않을 간엽간세포가 들어있는 조직 배양용기에는
골형성 유도 용액을 추가하지 않고 10% 우태혈청-
D M E M 만으로 배양하였다. 3일간격으로 배양액을
교환하며 골형성 유도군에는 골형성 유도 용액도 추
가하며 2주간배양하였다.
3. 시험관내골형성의 평가
가.알칼리인산 분해 효소의 활성도의 정량적 측정
각 배지의 배양액을 버리고 P B S로 세척한 후 세포
에 발색 반응을 나타낼 수 있는 알칼리 인산 분해효
소의 기질(2.5 mM p-nitrophenyl phosphate)
이 포함된 알칼리 인산 분해 효소 기질 완충액( 5 0
mM glycine, 1 mM magnesium chloride,
pH10.5) 1 ml를가하여 3 7℃에서 1 5분간 반응시
켰다. 15분후 배지에서 완충액을 모아 완충액에
1N NaOH 1 ml를가하여 반응을 중단시켰다. 완충
액을 ELISA plate reader(Bio-Rad, Melville,
NY, USA)를 이용하여 405 nm에서흡광도를 측정
하였다. 
나. 알칼리인산 분해 효소 조직 화학 염색
Sigma kit #85를이용하여 2 5℃에서 1시간 동
안 시행하였다. 반응하는동안 배지의 세포가 건조해
지거나 빛에 노출되지 않도록 하였으며 세척시에는
비이온수(deionized water)를사용하였다. 
다. 무기질침착의염색(von Kossa 염색) 
세포를 10% formaldehyde로1시간 고정한 후
암실에서 2% silver nitrate 용액( S i g m a )으로 1 0
분간 반응시켰다. 비이온수로세척하고 밝은 광선에
1 5분간노출하였다.
라. Osteocalcin mRNA 분석(Northern blot
hybridization 및R T - P C R )
1×1 06개의 간엽 간세포를 100 cm2 petri dish
에 분주한 후 상기한 시험관내 골형성 유도 방법에
따라 골 형성 유도군과 대조군으로 나누어 2주간배
양하였다. 실험군과대조군에서 0.25% trypsin-
E D T A 로 처리하여 세포를 분리한 후 RNeasy Mini
Kit(Qiagene, Hilden, Germany)를사용하여
total RNA를분리하였다. 분리된total RNA를
s p e c t r o p h o t o m e t e r로 260 nm에서정량을 실시
한 후 동량(10 μg )의 total RNA를1% formalde-
hyde-agarose gel에서전기 영동을 실시한 후
nylon membrane(Amersham, U.S.A.)으로
t r a n s f e r하였다. Transfer된nylon membrane
은 [α-3 2P]dCTP(Amersham, U.S.A.)로l a b e l-
i n g한 cDNA probe를사용하여 h y b r i d i z a t i o n을
시행하였다. hybridization된m e m b r a n e을 X -
ray film에2 4시간 동안 감광시킨 후 o s t e o c a l c i n
m R N A를 정량하여 실험군과 대조군간의 차이를 조
사하였다. Osteocalcin의mRNA 염기서열은
Gen bank accession No. X04141의염기서열
을 기초로 하여 500 bp 크기의cDNA probe를역
전사-중합효소연쇄반응을 이용하여 제조하였으며 제
작된 cDNA probe는s e q u e n c i n g을 통하여 염기서
열을 확인하였다. 제작된c D N A 는 r e d i - P r i m e
labeling kit(Amershan, U.S.A.)를이용하여
[α-3 2P]dCTP(Amersham, U.S.A.)로l a b e l i n g하
여 h y b r i d i z a t i o n에 사용하였다.
4. 생체내간엽 간세포의 이식
실험 동물로는 생후 4주된 면역 결핍 수컷 백서
(species: rats, strain: Cr:NIH-RNU)를사용하
였다. Ketamine(40 mg/kg, Ketara , 유한양
행)을복강내 주사하여 마취하였고 배부를 삭모하고
피부절개를 가하여 피하조직에 공간을 만들었다. 5
×5×3 mm 크기의Type I collagen이함유된 다
공성의 calcium phosphate ceramic인c o l l a-
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graft strip(Zimmer Orthopaedic, Warsaw,
IN, U.S.A.)을간엽 간세포의 부유물에 2 4시간 두
어 간엽 간세포를 collagraft strip에부착시킨후
준비된 피하 조직의 공간에 이식하였다. 대조군으로
는 간엽 간세포를 이식하지 않은 c o l l a g r a f t만을 이
식하였다.
5. 생체내골형성의 평가
Collagraft strip을이식후 3, 6, 9, 12주에실
험 동물을 희생하여 채취하였다. 채취한c o l l a g r a f t
s t r i p은 f o r m a l i n용액에 고정한 후 1일간 탈석회화
시키고 paraffin 속에묻고5 μm 두께로 잘라조직
슬라이드를 만들었다. 조직학적검사 방법으로
H e m a t o x y l i n과 Eosin(H-E) 염색을시행하여 염
색된 표본을 광학 현미경으로 관찰하여 c o l l a g r a f t
s t r i p의 다공속으로 세포의 침투 및 골 및 연골의 형
성 정도를 평가하였다. 새로이 형성되는 유골
(newly-formed osteoid) 형성을보기 위하여
t e t  a c y c l i n으로 l a b e l i n g을 시행한 후 형광 현미
경으로 관찰하였다. 
결 과
1. 간엽간세포의 분리 및 배양
간엽간세포는 배지에 부착되어 섬유아세포와 유사
한 형태를 나타내었다.(Fig. 1)
2. 시험관내골형성
가. 알칼리인산 분해 효소의 활성도
골형성을 유도한 실험군의 알칼리 인산 분해 효소
의 활성도는 평균 11 p-nitrophenol nmol/
min/105 cells이었고대조군의 활성도는 평균 5
p-nitrophenol nmol/min/105 cells이었다.
나. 알칼리인산 분해 효소 조직 화학 염색
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Fig. 1. Microscopic finding of bone marrow cell just after irrigated from bone marrow (left). Microscopic finding of
mesenchymal stem cells cultured in control medium for two weeks. The cells appeared fibroblastoid. (right,
×100).
골형성을 유도한 실험군에서는 보라색으로 짙게염
색되는 양성의 반응을 보였고 세포들이 결절을 형성
하며 모여있는 소견을 보였으나 대조군에서는 음성의
반응을 보였다.(Fig. 2)
다. 무기질침착
무기질 침착을 보기위한 von Kossa 염색상골형
성을 유도한 실험군에서는 검은 색으로 염색되는 무
기질의 침착이 있었으며 그 주위로 세포들이 모여있
는 소견을 볼 수 있었으나 대조군에서는 검게염색되
는 무기질의 침착을 볼 수 없었다.(Fig. 3)
라. Osteocalcin mRNA의분석
Osteocalcin mRNA의표현을 보기 위하여
Northern blot analysis를시행하였는데 골형성을
유도한 실험군에서는 o s t e o c a l c i n에 대한 m R N A의
발현이 대조군에 비하여 증가하였다. 실험군의r e l a-
tive density ratio는12.1, 대조군이r e l a t i v e
density ratio는6 . 1으로 실험군에서 o s t e o c a l c i n
m R N A의 발현이 약 2배많았다. 
RT-PCR 소견상 골형성 유도군에서는 m R N A가
발현되었다.(Fig. 4)
3. 생체내골 형성
H-E 염색 소견상 이식 3주에채취한 실험군의 표
본에서 collagraft strip내로세포의 침투가 관찰되
었으며 6주 이후의 표본에서는 세포가 c o l l a g r a f t
s t r i p의 다공을 모두 채우고 있었으며 미성숙 골로
생각되는 분홍색으로 염색되는 기질의 형성을 볼 수
있었다. 대조군에서는다공내에 세포가 드물게 있었
으며골형성은 관찰할 수 없었다.(Fig. 5)
새로이 형성되는 유골형성을 보기 위하여 시행한
t e t r a c y c l i n으로 l a b e l i n g을 시행한 후 형광 현미
경으로 검사한 관찰한 결과 실험군에서 노란 형광을
띄는유골( o s t e o i d )를 관찰할 수 있었다.(Fig. 6)
고 찰
골수는 조혈계, 내피계, 기질계의세포로 구성된
복잡한 조직이다. 골수는조혈 미세 환경을 구성할
수 있는능력 외에도 기질계에서 유래한 세포들이 골
형성 세포(osteogenic cell), 연골형성세포( c h o n-
drogenic cell), 지방세포(adipocytic cell), 섬유
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Fig. 2. Microscopic findings of alkaline phosphatase staining of mesenchymal stem cell cultured in control medium
for two weeks. The cells were not stained with violet color (left, ×100). Microscopic findings of alkaline
phosphatase staining of mesenchymal stem cell cultured in osteogenic medium for two weeks. The cells were
stained with deep violet color (right, ×100).
간엽 간세포에서 골형성 세포로의 분화는 많은 저자
들에 의하여 연구되었으며 이러한 분화를 위한 생활
성화 인자(bioactive factor)로o s t e o g e n i n3 0 ), 골
형성 단백( B M P - 2 ) ,2 , 3 , 8 , 2 0 , 2 7 , 3 1 , 3 5 )골형성 성장 펩타이
드(osteogenic growth peptide),2 8 )덱사메사존
(synthetic glucocorticoid dexametha-
s o n e )1 4 , 1 7 , 2 7 , 3 1 )등이 보고되었다. 최근에는골형성 단
백을 생산하는 유전자를 이용한 유전자 치료가 관심
을 끌고 있다.1 1 , 1 8 )또한 간엽 간세포의 성장 및 분화
를 촉진하는 인자로 T G F -β(transforming growth
f a c t o r -β), PDGF-BB(platelet derived growth
factor-BB), FGF(fibroblast growth factor)등
의 연구가 활발하다.7 , 3 2 )본 연구에서는 100 nM
dexamethasone, 10 mM β-g l y c e r o p h o s p h a t e ,
0.05 mM L-ascorbic acid-2-phosphate로구성
된 골형성유도용액을사용하였다.
1 9 9 6년 Cassiede 등7 )은 간엽 간세포와
hydroxyapatite 60%, tricalcium phosphate
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Fig. 5. A. Microscopic findings of H-E stained specimen (collagraft only), which was grafted on the back of rat 6
weeks before. Pores of collagraft were filled with scanty cells and some fibrous tissue . B. Microscopic find-
ings of H-E stained specimen (collagraft +mesenchymal stem cells), which was grafted on the back of rat 6
weeks before. Pores of collagraft were filled with abundant cells and osteoid.
Fig. 6. Fluorescent microscopic findings of specimen,
which was grafted on the back of rat 6 weeks
before. Yellow fluorescence indicate newly
formed osteoid.
A B
아 세포(fibroblastic cell), 망상세포( r e t i c u l a r
cell) 등을형성할 수 있는 다양한 능력이 있는 간세
포(stem cell)를함유하고 있는 것으로 생각된다.2 -
7 , 1 0 , 1 6 , 2 4 , 2 5 , 3 3 )골수 세포를 배지에 배양하면 대부분의
조혈세포는 부유상태에 있게되고 기질 세포는 배양
용기에 부착하게 된다. 본연구에서는 이러한 골수
세포의 성질을 이용하여 조혈 세포와 간엽 간세포를
분리할 수 있었다. 즉골수 세포를 배지에 넣고 3일
간 배양한 후 배양액을 버리면 부유중인 조혈세포는
배양액과 함께제거되고 배양용기에 부착한 간엽간
세포만 남게된다. 이와같은방법을 2주간반복하여
골수 세포에서 간엽간세포를 분리하였다. 분리한간
엽 간세포는 골형성 실험에서 osteocalcin m-RNA
에 대한 Nothern blot analysis에서골형성을 유
도하지 않았을 때는 표현이 되지 않았으나 골형성을
유도한 후에는 표현이 강하게 나타나는 것으로 보아
간엽 간세포임을 알 수 있었다. 본연구에서는 간엽
간세포를 상기한 방법으로 간접적으로 확인할 수 있
었으나 최근세포 표면 항원을 이용하여 간엽간세포
를 확인하는 연구가 활발히 진행되고 있다. 조혈세포
의 표면 항원으로는 CD45, CD14, CD34 등이 알
려져 있으며 간엽 간세포의 표면 항원으로는 S H 2 ,
SH3, SH4 등이 알려져 있으며 이는 조혈세포에서
는 표현되지 않는다.1 3 , 2 6 )
병아리,1 7 ) 마우스,7 , 2 9 )백서,2 1 ) 가토,1 4 , 2 8 )돼지3 4 )의
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Fig. 3. Gross and microscopic findings of von-Kossa staining of mesenchymal stem cell cultured in osteogenic medi-
um for three weeks. There were dark black staining mineral depositions (×40).
Fig. 4. Results of RT-PCR for osteocalcin m-RNA.
There was thick white band in osteogenesis
induced group compared to the control group.
(con: control group, osteo: osteogenesis induced
group).
4 0 %로 구성된 세라믹을 마우스에 이식하여 간엽 간
세포에 의한 생체내 골형성을 보고한 바 있다. 이들
은 이소 부위(heterotopic site)인마우스의 배부
피하조직에 이식하였으며 공통 유전형의 마우스
(syngeneic mouse)를사용하였다. 본연구에서는
간엽간세포의 공여자로 사람을 사용하였으며 이식을
받는 백서는 공통 유전형이 아닌 면역 결핍 백서
(species: rats, strain: Cr:NIH-RNU)를사용하
였으며 담체로는 hydroxyapatite 60%, tricalci-
um 40%, 제1형 콜리젠이 함유된 골과 유사한 세
라믹을 사용하였다. 물론동종의 동물의 간엽 간세포
를 사용하여 공통 유전형( s y n g e n e i c )의 동물에 이
식한다면 면역 반응이 없어 자가 간엽 간세포 이식
(autogenous mesenchymal stem cell graft)
과 같은 결과를 보일 것이다. 그러나본 연구에서 이
종간인 사람의 간엽 간세포를 면역 결핍백서에 이식
한 이유는 향후 시행할 사람의 간엽 간세포 이식을
위한 기초적 연구이기 때문이었다. 즉, 사람의간엽
간세포 이식을 인체에 바로 시행하는 것은 윤리적으
로 허용될 수 없기에 결국 사람의 간엽 간세포를 동
물에 이식하기 위하여는 면역결핍 동물의 사용이 필
수적이며 그 기초적 자료를 얻기 위하여 면역 결핍
백서를 사용하였다. 
이제까지 많은연구자들이 생체내 골형성을 유도하
는 연구에서 불유합 모델을 만들어 사용하였다. 즉,
골 결손을 만든후 간엽 간세포를 이식하거나 골형성
단백 을 이 식하 는 실 험 등 을 시 행하 였
다.8 , 9 , 1 5 , 2 0 , 2 4 , 3 0 , 3 1 , 3 3 )그러나 골 결손 모델에서의 골형성
유도는 새로이 형성된 골질이 이식한 간엽 간세포에
서 만들어졌는지 골 결손부위에서 유래한 간엽 간세
포에의하여 골질이 형성되었는지는 구별하기가 어려
울 수 있다. 따라서본 연구에서는 골 형성의 이소성
부위(heterotopic site)인배부의 피하조직에 간엽
간세포를 이식함으로써 이식한 간엽간세포에서 골형
성이이루어 졌음을 알 수 있었다.
1 9 9 7년 Bruder 등5 )은 골수에서 분리한 간엽 간
세포가 냉동 보관( c r y o p r e s e v a t i o n )후 30회 이상
계대 배양하여도 골 및 연골형성 능력이 있음을 보고
한 바 있다. 본연구에서도 영하 7 0도에 냉동 보관
한 간엽간세포를 계대배양 및 골형성을 유도하였을
때 골형성이 됨을 확인할 수 있었다. 이와같이 간엽
간세포는 보관 및 계대 배양을 통한 증식이 용이하
며, 보관및 증식 후에도 골형성 능력이 있으므로 자
가골 이식을 대치할 수 있는 간엽 간세포 이식술의
임상적 적용이 가능할 것으로 생각되었다.
결 론
사람의 골수에서 분리 배양한 간엽 간세포에서 시
험관내 및 생체내 골형성을 유도하여 간엽 간세포를
이용한 골형성을 위한세포 치료의 기초적 자료를 얻
기 위하여 본 연구를 시행하였으며 골형성 유도 후
조직학적, 면역조직화학적, 분자생물학적방법으로
골형성을 확인할 수 있었다. 특히골형성의 특징적인
지표인 osteocalcin mRNA의발현을 확인하였다.
특히 사람의 간엽 간세포를 c o l l a g r a f t에 이식하여
생체내에서 골형성을 유도한 것은 임상적으로 골결손
의 치료에 적용할수 있는의의가 있다.
본 연구를 통하여 골결손의 치료를 위한간엽 간세
포를 이용한 세포 치료의 방법을 개발할 수 있을 것
으로사료된다. 
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